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序論 
ヒトは視覚から外界の 80%の情報を得ているといわれており、ゆえに失明は
生活の質 (quality of life: QOL) を著しく低下させる。外界から来た光は、角膜 
(cornea)、前房 (anterior chamber)、水晶体 (lens)、硝子体 (vitreous body) を経て
網膜 (retina) に到達し、網膜の視細胞 (photoreceptor cell) において光から活動電
位に変換され、網膜神経節細胞 (retinal ganglion cell) を介して活動電位が脳へ投
射されることで視覚として認識される (Fig. 1)。よって網膜は情報を得る器官と
して非常に重要であり、そのため網膜変性疾患は失明につながる重篤な疾患で
ある。網膜変性疾患には網膜神経節細胞の変性を特徴とする緑内障や、視細胞
の変性を特徴とする網膜色素変性症や加齢黄斑変性症などがある。日本人にお
ける中途失明原因として、1 位から順に緑内障 (21.0%)、糖尿病網膜症 (15.6%)、
網膜色素変性 (12.0%)、加齢黄斑変性 (9.5%)、脈絡網膜萎縮 (8.4%) となってお
り、これら全てが網膜変性疾患である (1)。 
 
Fig. 1 Structure of the eye and retina. 
https://www.researchgate.net/figure/Structure-of-the-human-eye-and-organization-of-the-retina_273
552361 より一部改変して引用 
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緑内障は網膜神経節細胞の変性を特徴とする。現在、緑内障に対するエビデ
ンスに基づいた唯一確実な治療法は眼圧を下降させることであり、眼圧下降薬
が唯一の治療薬となる (2)。しかしながら、眼圧下降薬による治療は緑内障の進
行抑制のみである。また、正常眼圧緑内障を含め、眼圧下降が十分であるにも
かかわらず、緑内障の進行が抑制しきれない例が報告されている (3)。一方、網
膜色素変性症や萎縮型加齢黄斑変性症は視細胞の変性を特徴とする。網膜色素
変性症には確立した治療法がなく、進行を遅らせるための治療法としての機能
性補助食品や内服薬が使用されているのが現状である (4)。加齢黄斑変性症は滲
出型と萎縮型の 2 つのタイプがあり、滲出型については異常な血管新生が原因
であるため抗血管内皮増殖因子 (vascular endothelial growth factor: VEGF) 抗体
による治療法が行われているが、萎縮型については、現在のところ眼底病変そ
のものに対する治療方法に確立されたものはなく、｢経過観察｣を基本とし、同
様に機能性補助食品摂取が推奨されている (5)。このように、網膜変性疾患に対
して治療薬が十分にないことから、網膜障害モデル動物を用いた評価系の確立
や視神経保護作用のある機能性補助食品の評価が必要であり、さらに薬剤開発
には網膜機能のさらなる解明が必要であると考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 3 
 
網膜障害モデルには、網膜神経節細胞の障害モデル一つとっても、
N-methyl-D-aspartate (NMDA) 誘発網膜障害モデル、水圧負荷虚血再灌流モデル、
特定の遺伝子改変による緑内障モデルなど多数のモデルがこれまで作製されて
いる。NMDA 誘発網膜障害モデルマウスは、手技が簡便である点や安定性に優
れている点から、緑内障における網膜神経節細胞の変性の機序解明及び神経保
護の研究に広く用いられている (6, 7)。 その評価方法として、NMDA 投与一定
期間後においてマウスを安楽死させ、眼球を摘出し網膜神経節細胞数の減少及
び内網状層 (Inner plexifom complex: IPL) 厚の減少を観察するのが一般的である。
一方、近年、生きたまま網膜を観察できるライブイメージング技術である光干
渉断層計 (Optical coherence tomography: OCT, Fig. 2) によるマウス網膜の神経節
細胞複合体 (Ganglion cell complex: GCC; 網膜神経線維層、神経節細胞層、内網
状層) 厚の評価方法が報告された (8)。しかし、マウス網膜の OCT 画像と組織
標本における GCC 厚の経時的な相関関係については十分検討されておらず、評
価系の確立にはより詳細な検討が必要である。 
 
Fig. 2 Machine of optical coherence tomography (OCT) and tomogram of retina. 
http://www.nidek.co.jp/products/ophthalmology/diagnosis_list/oct/rs-3000lite.html,  
http://www.topcon.co.jp/eyecare/products/diagnostic/oct/3DOCT-2000_J.html より改変引用 
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また、網膜変性疾患において、主な変性部位は神経細胞であるため、神経保
護作用を有する薬剤や機能性補助食品の開発が急がれている。その神経保護作
用が期待される機能性補助食品の一つとして、クロセチンが挙げられる。クロ
セチンは、クチナシの果実 (Gardenia jasminoides Ellis, Fig. 3A) やサフランの雌
しべ (Crocus sativus L., Fig. 3B) に含まれる天然の色素成分で、カロテノイドの
一種である。しかし、代表的なカロテノイドに比して、クロセチンは分子量が
小さく、また大部分のカロテノイドは脂溶性であるのに対し、クロセチンは両
末端部分に親水性のカルボキシル基を有し両親媒性を示すことから、他のカロ
テノイドとは異なった特徴を有する (Fig. 3C)。クロセチンが含まれるクチナシ
やサフランは生薬として長年利用されてきており、その共通の薬効に鎮静が挙
Fig. 3 Gardenia jasminoides Ellis (A), Crocus sativus L. (B) and chemical structure of 
crocetin (C). 
(A) www.shigei.or.jp/herbgarden/album_kutinasi.html,  
(B) www.ohsugi-kanpo.co.jp/html/s3_4.html よりそれぞれ引用 
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げられること、またクロセチンは動物実験において記憶の改善作用 (9)、抗不安
作用 (10)、抗うつ作用 (11) を示し、ヒトを対象とした試験において睡眠の質の
改善作用 (12) を示すことから中枢神経系への作用を示すことが強く示唆され
ている。網膜は発生学的に中枢神経に分類されており、ゆえに網膜に対しても
何らかの作用を及ぼすことが予想される。岐阜薬科大学薬効解析学研究室にお
いて、過去に加齢黄斑変性症モデルにおけるクロセチンの視細胞保護作用が明
らかにされたが (13)、網膜障害に対するクロセチンの機能性補助食品としての
可能性を探索するには、さらなる検討が必要である。 
一方、上述したように網膜色素変性症及び萎縮型加齢黄斑変性症においては
確立した治療法がなく、機能性補助食品摂取が推奨されている。抗酸化作用を
有する機能性補助食品で、かつ内因性の物質としてカルニチン (Fig. 4) が挙げ
られる。カルニチンは、脂肪酸のβ酸化に必須の物質であるが、同時にラジカ
ルスカベンジャーとしても知られ、網膜においても保護的な役割を果たしてい
ると考えられる。カルニチンが網膜の視細胞において保護作用を発揮するため
には、視細胞はまず循環系から細胞外に存在するカルニチンを取り込まなけれ
ばならない。カルニチンはその双極性
イオンという特徴から、親水性の高い
物質であり、細胞膜を通過するには特
定の輸送機構が必要であると考えら
れるが、どのように視細胞に取り
込まれるのかは明らかにされていない。 
このような背景から、本研究では、まず第 1 章として、マウス網膜障害モデ
ルの評価系確立と病態解明として、生きたまま網膜を観察できるライブイメー
ジング技術である OCT を用いてマウス網膜障害における網膜イメージングを行
Fig. 4 Chemical structure of L-carnitine. 
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った。次に第 2 章として、マウス網膜障害モデルにおける機能性補助食品の研
究として、マウス網膜障害に対するカロテノイド類クロセチンの薬効薬理作用
を検討した。最後に第 3 章として、マウス網膜の機能解析の観点から、マウス
網膜細胞株を用いてカルニチン輸送特性について検討を行った。 
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第 1 章 マウス網膜障害モデルの評価系確立と病態解明 
第 1 節 緒言 
光干渉断層計 (Optical coherence tomography: OCT)  は、光学的断層撮影技術法
の一つである。OCT は干渉法を用いた技術であり、その光源には特に近赤外光
を採用している。眼科領域において網膜の状態を知るために、また、心臓病学
領域において冠動脈の状態を知るために、OCT は既に臨床現場で導入されてい
る。Spectral domain (SD)-OCT は最近開発された技術であり、従来の OCT は 1 回
のスキャンにおいて深さ方向の 1 点のみの情報しか得られないのに対して、
SD-OCT は 1 回のスキャンで深さ方向の全ての情報が得られるため高速撮影が
可能となった。それにより、スキャン時の画像を複数枚撮影し平均化すること
Fig. 5. How to obtain OCT images.   
http://www.med.teikyo-u.ac.jp/~ortho/med/dis/dis2/oct.htm, 
http://www.retinalphysician.com/articleviewer.aspx?articleID=107029 より改変引用 
スキャン
方法
得られる
画像
Line scan Radial scan Circular scan Volumetric scan
網膜厚マップ
層の厚さを解析
一枚のOCT断層画像 連続したOCT断層画像
（三次元画像）
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でスッペクルノイズを減らした鮮明な断層像を作製できるようになり、非侵襲
的に網膜形態の可視化を実現した (14)。網膜における SD-OCT の画像取得の際
には、line、radial、circular 及び volumetric スキャンなどの方法がある。Line、radial
及び circular スキャンにより OCT 断面画像を、volumetric スキャンにより
volumetric OCT 画像を取得することができる。Volumetric OCT 画像は三次元画像
であり、その三次元画像において網膜の層の厚さを測定することで厚さマップ
画像を得ることができる。厚さマップ画像とは厚さのカラーイメージ図を眼底
画像に投射したものであり、厚さマップ画像において各網膜層における網膜上
の位置による厚さの違いが示される。同一のヒトにおいて網膜の厚さマップ画
像を経時的に得ることにより、網膜眼底上のどの場所の厚さが変化したのかを
視覚的に把握することができる (Fig. 5)。  
序論でも述べたように、緑内障は日本における中途失明原因の第一位である。
緑内障における共通の特徴は網膜神経節細胞 (Retinal ganglion cell: RGC) の欠
損であり、RGC 欠損が失明へとつながる (15)。RGC 死は様々な因子によって誘
導され、その例として興奮性アミノ酸が挙げられる。網膜を含む中枢神経系に
おいて、興奮性アミノ酸の一種であるグルタミン酸は主要な興奮性神経伝達物
質の一つである。N-Methyl-D-aspartate (NMDA) 受容体はグルタミン酸受容体の
一種であり、網膜において、NMDA 受容体の過剰な刺激は緑内障様病態を引き
起こす (16, 17)。NMDA の硝子体内投与は RGC の欠損を実験的に誘発し、内網
状層 (IPL) を減少させることが知られている (18)。 
近年、中野らが SD-OCT を用いて NMDA 硝子体内投与後のマウス網膜におい
て網膜層の厚さの変化を報告した (8)。彼らは radial 及び circular スキャンによ
りマウスNMDA誘発網膜障害モデルにおける網膜内層の長期的イメージングを
確立した。しかし、OCT 画像と組織標本における GCC 厚の経時的な相関関係に
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ついては十分検討されていない。 
そこで、本章ではマウス NMDA 誘発網膜障害モデルにおいて SD-OCT を用い
て、volumetric スキャンすることで volumetric OCT 画像 (三次元画像) を得て、
神経節細胞複合体 (GCC: 網膜神経線維層、神経節細胞層、内網状層) 厚マップ
画像を作製し、NMDA 投与後の OCT 画像と組織標本における GCC 厚の相関を
経時的に調べることで GCC 厚マップ画像の有用性を検討した。 
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第 2 節 実験材料及び方法 
2-1  実験材料 
本実験に用いた薬物及び試薬は、以下の通りである。 
N-Methyl-D-aspartate (NMDA) は Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA)、isoflurane
は Nissan Kagaku (Tokyo, Japan)、パラホルムアルデヒドは Wako (Osaka, Japan)、
ペントバルビタールは Nacalai Tesque (Kyoto, Japan)、キシレンは Kishida Chemical  
(Osaka, Japan)、パラフィンは Sakura Finetechnical (Tokyo, Japan)、ヘマトキシリン
液、エオジン液は Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)、オイキットは O.Kindler  
(Freiburg, Germany)、レボフロキサシン点眼液 (クラビット®)、トロピカミド・
フェニレフリン塩酸塩点眼液 (ミドリン P®)、精製ヒアルロン酸ナトリウム点眼
液 (ヒアレイン®) は Santen Pharmaceutical (Osaka, Japan) より購入した。 
 
2-2  実験方法 
2-2-1 実験動物 
8 週齢雄性非近交系 ddY マウスは、日本エスエルシー株式会社 (Shizuoka, 
Japan) より購入した。本試験で用いたすべてのマウスは、設定温：23℃ (許容
範囲：20-26℃)、設定湿度：55％ (許容範囲：40-70%)、明暗各 12 時間 (照明：
午前 8：00～午後 8：00) に維持された岐阜薬科大学の動物飼育室にて、プラス
チック製ケージ (縦 24.5×横 17.5×高さ 12.5 cm) を用い、自由給水下に固形飼
料 (CE-2; CLEA Japan, Tokyo, Japan) にて飼育した。実験を行うにあたっては、
岐阜薬科大学動物飼育・動物実験委員会に動物実験承認申請を行い、許可を受
けた上で実施した。 
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2-2-2  NMDA 誘発マウス網膜障害モデル 
マウスを 3% isoflurane (30% O2, 70% N2O) 麻酔下に実験台に固定した。その後、
麻酔を1.5% isoflurane で維持した。つぎに33G針を用いてNMDA 5 nmol (2.5 mM, 
2 μL) を角膜輪部よりマウス左眼硝子体内に投与することにより網膜障害を誘
導した。NMDA 投与後、感染を防ぐためにレボフロキサシン点眼液を 1 滴点眼
処置した。NMDA 投与 1、3、7 日及び 1 ヶ月後に OCT 画像取得及び眼球摘出し
た。また、Sham (PBS) 群及び無処置群 (Sham 群の対側眼) は、1 ヶ月後に眼球
摘出した。 
 
2-2-3  SD-OCT 画像 
2-2-3-1  SD-OCT 画像取得 
マウスにペントバルビタール 80 mg/kg を腹腔内投与した。同時にトロピカミ
ド・フェニレフリン塩酸塩点眼液を 5 µl 点眼し散瞳させた。角膜における照射
光の屈折を減弱して網膜に焦点が当たるようにするために、カバーガラスを角
膜にあてがった。同時に、角膜を保護するために精製ヒアルロン酸ナトリウム
点眼液を点眼した。マウスは台の上に乗せて視神経乳頭を中心として volumetric 
1 μm SD-OCT 画像を取得した。SD-OCT は筑波大学 Computational Optics Group
にて撮影した。この SD-OCT は 1020 nm の中心波長及び 100 nm の波長帯を持つ
光源を用いて、スキャン速度は A スキャンが 1 秒当たり 92,000 枚であり、垂直
方向の分解能が 4.4 μm、水平方向の分解能が 5.5 μm (期待値) である。1500 A ス
キャンで B スキャン 1 枚を構成し、128 B スキャンすることで volumetric OCT
画像を作成した。つまり volumetric OCT 画像は 1500×128 の A スキャンで構成
されている。得られた画像においてスペックルノイズを消すために隣り合う B
スキャン画像を平均した。得られた volumetric OCT 画像は眼底上の 500×500 μm
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の範囲に相当する。各 volumetric OCT 画像取得時間は 2.2 秒である。 
 
2-2-3-2  SD-OCT 画像解析 
 改変した GNU Image Manipulation Program (GIMP; http://www.gimp.org/) ソフ
トを用いて境界に線引きを行うことで、GCC 厚マップ画像を作製した。境界は
一方を内境界膜 (ILM) と硝子体の間に、もう一方を内網状層 (IPL) と内顆粒層
(INL) の間に引いた。これらの 2 つの線の間の距離を神経節細胞複合体 (GCC) 
として算出した。Volumetric OCT 画像の各画像において線引きを行い、GCC 厚
に応じて疑似カラーを割り当てることでGCC厚マップ画像を作製した (Fig. 6)。 
 
 
Fig. 6. How to make GCC map images. 
GCC: ganglion cell complex, RNFL: retinal nerve fiber layer, GCL: ganglion cell layer, IPL: inner 
plexiform layer, INL: inner nuclear layer, ONL: outer nuclear layer. 
 
 改変した imageJ ソフト (National Institute of Health, MD, USA) を用いて、
volumetric OCT 画像から視神経乳頭を中心とした半径 300 μm の円周上の網膜
OCT 断層画像を作製した。近赤外光の反射のレベルに応じて疑似カラーを割り
当てた。Image J ソフトを用いて OCT 画像上の網膜層、GCC 層、INL 層、ONL
層の面積を測定し、半径 300 μm の円周の長さ (2 × 300π μm) で面積を割ること
で各層の厚さを算出した。 
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2-2-4 組織解析 
2-2-4-1  組織障害評価用組織切片作製 
マウスを頸椎脱臼により安楽死させ、眼球を摘出し、4%パラホルムアルデヒ
ド含有 0.1 M phosphate buffer (PB) (pH 7.4) を 2 µl 硝子体内投与し、同液にて 4℃
で 3 日間固定した。ついで 70% エタノール 2 時間、90%エタノール 2 時間、95%
エタノール 2 時間、99%エタノール 12 時間、無水エタノール 2 時間×2 回、キ
シレン 2 時間×2 回、 キシレン 12 時間、融解パラフィン 2 時間×2 回の順に
浸透させた。その後、パラフィンにて眼球を包埋し、ミクロトーム (Leica, Tokyo, 
Japan) を用いて、5 µm の切片を作製し、スライドグラス (Matsunami, Osaka, 
Japan) に貼付して 37℃にて一日乾燥し、室温にて保存した。 
 
2-2-4-2   ヘマトキシリン‐エオジン染色 
パラフィン切片は、キシレンに浸してパラフィンを洗浄した。つづいて段階
的にエタノール濃度を下げた溶液に浸し、蒸留水に浸透した後、ヘマトキシリ
ン液に 2 分間、エオジン液に 5 分間浸して、段階的にエタノールで脱水し、キ
シレンで透徹しオイキットを用いて封入した。 
 
2-2-4-3  組織評価  
網膜障害の評価は、ヘマトキシリン‐エオジン染色した標本を用いた。各サ
ンプルにつき 3 切片を任意に抽出し、視神経乳頭中心から 300 µm の位置におけ
る GCC 厚を Image J を用いて測定した。 
 
2-2-5 統計学的解析 
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実験成績は平均値±標準誤差で示した。統計学的な比較は、Stat View (SAS 
institute, Cary, NC, USA) を用いて Student’s t-test あるいは Dunnett’s test により行
った。相関解析は Pearson の相関係数を求めることで行った。危険率が 5 %未満
を有意差有りとした。
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第 3 節 実験成績 
3-1  OCT 画像 
 Fig. 7A に本研究で用いた SD-OCT システムを示す。この OCT システムを用い
て Fig. 7B に示すような OCT 画像を得た (a, c, e: 眼底像、b, d, f: 網膜断層像)。
Fig. 7B の a, b は OCT 断層画像、c, d は血流の方向を示すドップラー画像、e, f
は血管構造のイメージングを示すドップラー強度画像を示す。OCT 画像におい
て視神経乳頭及び網膜各層が観察された (Fig. 7C, D)。 
 
A
 
   
 
 
 
 
 
Fig. 7. System of optical coherence tomography (OCT). 
Method for measuring OCT (A). OCT images scanned by a volumetric method and Doppler images 
(B). Cross-sectional images and fundus images are shown in OCT logarithmic intensity (a, b), 
bi-directional Doppler (c, d), power of Doppler (e, f). An optic nerve disc (C) and retinal layers (D) 
in an OCT image. Scale bar indicates 100 μm. RNFL: retinal nerve fiber layer, GCL: ganglion cell 
layer, IPL: inner plexiform layer, INL: inner nuclear layer, ONL: outer nuclear layer. 
100 μm
OCT: Logarithmic 
intensity
Bi-directional 
Doppler: 
Doppler phase shift
Power of Doppler: 
Squared Doppler 
phase shift
B a
b
c
d
e
f
RNFL+GCL+IPL
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ONL
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3-2  GCC 厚マップ 
 マウスに NMDA を硝子体内投与し、その 1、3、7 日及び 1 ヶ月後に OCT イ
メージングを行った。得られた volumetric OCT 画像から GCC 厚マップ画像を作
製した (Fig. 8)。GCC 厚マップは GCC 厚の時間依存的な変化を示した。GCC 厚
マップにおいて、GCC 厚は無処置群 (GCC 厚の平均：64.8 μm) 及び溶媒投与群 
(62.9 μm) と比較して、NMDA 投与 1 日後に厚くなり (98.0 μm)、その後 3 日目
から 1 ヶ月後にかけて時間依存的に薄くなった (3 日後：52.7 μm、7 日後：51.6 μm、
1 ヶ月後：41.5 μm)。 
 
Normal Vehicle 1 day 3 days 7 days 1 month
NMDA
Fundus 
imagings
GCC 
thickness 
maps
0 μm140 μm
 
 
Fig. 8. Ganglion cell complex (GCC) thickness maps. 
Representative fundus images and GCC thickness maps of normal, vehicle-treated, and 
NMDA-injected mice 1, 3, 7 days and 1 month after NMDA injection. The fundus images and GCC 
thickness maps were made from volumetric OCT images. In the GCC thickness maps, pseudo-colors 
are assigned according to different thicknesses of the GCC. Low quantitative areas were excluded 
(140 μm from the center of optic nerve disc). Scale bar indicates 100 μm. 
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3-3  OCT 断層画像における定量解析 
視神経乳頭を中心とした半径 300 μm の円周上の網膜 OCT 断層画像を
volumetric OCT 画像から再合成した (Fig. 9)。OCT 断層画像において、GCC 厚、
INL 厚、ONL 厚、及び全網膜厚は、NMDA 投与 1 日後に増加した (Fig. 10A-D)。
NMDA 投与 7 日後及び 1 ヶ月後において GCC 厚は有意に減少したが、INL 厚、
ONL 厚、全網膜厚は変化しなかった (Fig. 10A-D)。OCT 画像における GCC 厚の
定量データの正確性を確認するために、NMDA 投与によりその厚さが変化しな
いことで知られている (浮腫が起こる 1 日後を除く) ONL 厚で GCC 厚を割るこ
とで GCC/ONL 比を算出した。GCC/ONL 比もまた、NMDA 投与の 3 日後から 1
ヶ月後にかけて減少していた。
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Fig. 9. Circle cross-sectional OCT images. 
Representative circle cross-sectional OCT images, which were made from the volumetric OCT 
images. An image of a circle with a radius of 300 μm from the center of optic nerve disc (A). 
Representative cross-sectional OCT images on the circle with a radius of 300 μm from the center of 
optic nerve disc (B). Pseudo-colors are assigned according to different levels of reflection of a 
far-red light source. Scale bar indicates 100 μm. GCC: ganglion cell complex, INL: inner nuclear 
layer, ONL: outer nuclear layer. 
A
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Fig. 10. Quantitative analysis of circle cross-sectional OCT images. 
  Thickness of the retina (A), ganglion cell complex (GCC) (B), inner nuclear layer (INL) (C), and 
outer nuclear layer (ONL) (D). The GCC/ONL ratio (E). Data are shown as the mean ± S.E.M. (n = 
4 or 5). *p < 0.05, **p < 0.01 versus vehicle group (Dunnett’s test). 
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3-4  組織解析 
網膜組織切片をヘマトキシリン・エオジン染色し、鼻側及び耳側の両側にお
いて視神経乳頭の中心から 300 μm の点で GCC 厚、INL 厚、ONL 厚及び全網膜
厚を測定した。組織切片における網膜各層の測定位置は、OCT 断層画像におけ
る測定位置と一致させた。GCC 厚は溶媒投与群と比して NMDA 投与 1 日後で増
加する傾向を、3 日後には減少する傾向を示し、NMDA 投与 7 日後及び 1 ヶ月
後においては有意に減少した (Fig. 11)。 
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Fig. 11. Histological analysis. 
Representative retinal cross-sections of normal, vehicle-treated, and NMDA-injected mouse eyes 1, 
3, 7 days and 1 month after NMDA injection (A). Thickness of the retina (B), ganglion cell complex 
(GCC) (C), inner nuclear layer (INL) (D), and outer nuclear layer (ONL) (E). The GCC/ONL ratio 
(F). Data are shown as the mean ± S.E.M. (n = 4 or 5). *p < 0.05, **p < 0.01 versus vehicle group 
(Dunnett’s test). Scale bar indicates 30 μm. 
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3-5  OCT 断層画像及び組織標本における GCC 厚の相関 
 OCT 断層画像で測定した GCC 厚を縦軸に、組織標本で測定した GCC 厚を横
軸にとり、GCC 厚をプロットすることで、OCT 断層画像と組織標本の GCC 厚
の相関を調べた (Fig. 12)。OCT 断層画像において測定した GCC 厚は組織標本に
おいて測定した GCC 厚と高い相関を示した (r = 0.81, P < 0.001)。 
 
 
 
Fig. 12. Pearson’s correlation analysis. 
Correlation between the ganglion cell complex (GCC) thickness measured on SD-OCT images and 
the thickness measured using histological sections. n = 29, r = 0.81, p < 0.001. 
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第 4 節 考察 
 本章において、マウス NMDA 誘発網膜障害モデルを用いて GCC 厚マップ画
像及び OCT 断層画像を作製し、本モデルにおける GCC 厚マップの有用性を検
討した。 
 NMDA 誘発網膜障害モデルにおける SD-OCT による長期的イメージングは、
過去に Nakano らにより報告されている (8)。網膜を radial 及び circular 法でスキ
ャンし、エンドポイントである NMDA 投与 14 日後で組織切片との相関性が明
らかになった。それに対して、本研究では網膜をvolumetricスキャンし、volumetric 
OCT 画像を得た。また、その volumetric OCT 画像から、GCC 厚マップ画像及び
視神経乳頭から一定距離上の OCT 断層画像を作製した。OCT 断層画像及び組織
画像における定量データにより、GCC 厚は NMDA 投与後時間依存的に変化する
ことが示された。今回、5 nmol/eye の NMDA 投与 1 日後に網膜厚が増加した。
過去に 2.5 nmol/eyeの NMDA硝子体内投与によりNMDA投与 1 日後において網
膜細胞の浮腫が起こり、網膜が厚くなったと報告されている (19)。また、NMDA
モデルで OCT による長期的イメージングを確立した Nakano らも OCT 画像及び
組織画像の両者において 20 nmol/eye の NMDA 硝子体内投与 1 日後に網膜厚の
増加を報告している (8)。本研究におけるNMDA投与 1日後の網膜厚の増加は、
これらの過去の報告と一致おり、網膜厚の増加は浮腫によることが考えられる。
また、本研究の組織画像における網膜厚は OCT 断層画像における網膜厚よりも
浮腫が小さかったことを示した。この違いは網膜組織標本を作製する過程にお
いて、脱水や熱を加える工程があり、それにより網膜組織の萎縮が起こった可
能性が考えられる。それ故、OCT 断層画像の方が実際の生体内の網膜厚の変化
をより正確に反映している可能性が考えられる。 
 NMDA 投与 3 日後から 1 ヶ月後にかけてみられる GCC 厚の減少は、網膜の変
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性を示している。NMDA は、主に GCL に存在する網膜神経節細胞と GCL と INL
に存在するアマクリン細胞を変性させる。これらの細胞の神経線維は、網膜神
経線維層 (RNFL) と IPL を構成している。よって、NMDA は RNFL、GCL 及び
IPL からなる GCC の厚さを減少させる。これらの変化は組織画像と OCT 断層画
像、GCC 厚マップ画像でそれぞれみられ、組織画像と OCT 断層画像において
GCC 厚は相関した。NMDA 投与後の OCT 断層画像及び組織画像における GCC
厚の変化と両画像における相関は過去の報告と一致した (8)。 
 本研究においてGCC厚はOCT断層画像におけるGCCの面積を、そのOCT断層
画像において網膜に対して水平方向の長さで割ることで算出している。一方、
組織画像では視神経乳頭の中心から一定距離の2点のみでしか測定していない。
それ故に、GCC厚の定量はOCT断層画像における解析の方が組織画像における
解析と比して、より正確であると言える。さらに、GCC厚マップ画像と定量に
用いたOCT断層画像は同一のvolumetric OCT画像から作製したため、GCC厚マッ
プ画像におけるGCC厚は、OCT断層画像におけるGCC厚と同一である。したが
って、GCC厚マップ画像において示されるGCC厚は、組織画像において測定さ
れるGCC厚よりもより正確であると考えられる。 
 動物を用いた研究では、マウス視神経挫滅モデル及びBrn3b遺伝子ノックアウ
トマウスにおいてそれぞれ全網膜厚マップとGCC厚マップ画像の作製が報告さ
れている (20, 21)。今回、NMDA誘発網膜障害モデルにおいてGCC厚マップ画像
を初めて作製した。今回得られたGCC厚マップ画像において網膜の場所による
GCC厚の違いが観察された。臨床現場においては網膜繊維層の厚さマップ画像
が緑内障の病態を検出するために用いられており、また、視野の欠損は部分的
な神経線維層の厚さの欠損と相関することが報告されている (22, 23)。したがっ
て、GCC厚マップ画像を用いることにより、NMDAによる網膜の場所による違
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いを容易に検出することができることから、本モデルを用いて網膜変性疾患の
治療薬や創薬候補となる化合物を評価する上で有用であると考えられる。 
 本研究の限界として、現時点のOCTによる技術では網膜中の細胞までは観察
できず、細胞密度は測定できないことが挙げられる。今後のOCTの解像度向上
が待たれる。 
 以上、OCTを用いてGCC厚マップ画像を作製することは、実験的マウス網膜
障害の評価に有用であることが示唆された。本章ではこのように、マウス網膜
障害モデルのライブイメージングによる評価系を確立した。次章では網膜神経
保護薬開発の観点から、マウス網膜障害に対するカロテノイド類クロセチンの
薬効薬理作用について検討した。 
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第 2 章 マウス網膜障害モデルにおけるカロテノイド類クロセチンの薬効薬理
作用 
第1節 緒言 
緑内障は日本において中途失明原因の第一位であり、選択的な網膜神経節細
胞 (RGC) の欠損は緑内障の共通した特徴である (15)。RGC はその名の通り神
経細胞であり、緑内障における RGC の欠損にはアポトーシスが関与することが
知られている (24)。神経細胞死には N-methyl-D-aspartate (NMDA) 受容体の過剰
な刺激が関与しうることを第 1 章で述べたが、この過剰刺激は神経細胞内への
Ca2+の流入を引き起こし、それがカスパーゼとカルパインを活性化し神経細胞死
へとつながる (18, 25)。 
序論でも述べたように、緑内障において現在認可されているのは眼圧下降を
目的とした薬剤のみであり、神経保護作用を有する薬剤や機能性補助食品の開
発が急がれている。神経保護作用の見込まれる機能性補助食品の一つとして、
クロセチンが挙げられる。クロセチンはこれまでに、抗ガン作用 (26)、アテロ
ーム性動脈硬化抑制作用 (27)、インスリン抵抗性改善作用 (28) など多種多様な
作用が報告されており、動物実験においても記憶の改善作用 (9)、抗不安作用 
(10)、抑うつ作用 (11) を示している。眼においては眼血流の改善作用 (29)、眼
炎症の抑制作用 (30) が示されており、さらに岐阜薬科大学薬効解析学研究室の
過去の報告によると、加齢黄斑変性症モデルにおいてクロセチンは、視細胞死
抑制作用及び視機能改善作用 (13) を示した。しかしながら、網膜障害に対する
クロセチンの機能性補助食品としての可能性を探索するためには、さらなる検
討が必要である。 
さらにマウスへの経口投与において、一般的なβ-カロテンやルテインなど炭
素が 40 個連なった構造のカロテノイドに比して、クロセチンは炭素数 20 の比
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較的小さな分子であり、速やかに吸収されることが知られている (31, 32)。健常
人におけるクロセチンの体内動態の検討においても同様の結果が得られており
(33)、経口投与で効果を示すことが期待される。 
そこで本研究において、さらなる網膜障害モデルへのクロセチンの作用の検
討を目的として、第 1 章でも使用した緑内障モデルの一つと考えられている
N-methyl-D-aspartate (NMDA) 誘発網膜障害モデルを用いて、クロセチンの経口
投与による薬効薬理作用を検討した。 
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第 2 節 実験材料及び方法 
2-1  実験材料 
本実験に用いた薬物及び試薬は、以下の通りである。 
N-Methyl-D-aspartate (NMDA) は Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA)、isoflurane
は Nissan Kagaku (Tokyo, Japan)、パラホルムアルデヒドは Wako (Osaka, Japan)、
キシレンは Kishida Chemical (Osaka, Japan)、パラフィンは Sakura Finetechnical  
(Tokyo, Japan)、ヘマトキシリン液、エオジン液は Sigma-Aldrich  (St. Louis, MO, 
USA)、オイキットは O.Kindler (Freiburg, Germany)、レボフロキサシン点眼液 (ク
ラビット®)、トロピカミド・フェニレフリン塩酸塩点眼液 (ミドリン P®)、精製
ヒアルロン酸ナトリウム点眼液 (ヒアレイン®) は Santen Pharmaceutical (Osaka, 
Japan) より購入した。クロセチンは理研ビタミン株式会社 (Tokyo, Japan) から
供与された。 
 
2-2 実験方法 
2-2-1 実験動物 
8 週齢雄性非近交系 ddY マウスは、日本エスエルシー株式会社 (Shizuoka, 
Japan) より購入した。本試験で用いたすべてのマウスは、設定温：23℃ (許容
範囲：20-26℃)、設定湿度：55％ (許容範囲：40-70%)、明暗各 12 時間 (照明：
午前 8：00～午後 8：00) に維持された岐阜薬科大学の動物飼育室にて、プラス
チック製ケージ (縦 24.5×横 17.5×高さ 12.5 cm) を用い、自由給水下に固形飼
料 (CE-2; CLEA Japan, Tokyo, Japan) にて飼育した。実験を行うにあたっては、
岐阜薬科大学動物飼育・動物実験委員会に動物実験承認申請を行い、許可を受
けた上で実施した。 
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2-2-2  NMDA 誘発マウス網膜障害モデル 
マウスを 3% isoflurane (30% O2, 70% N2O) 麻酔下に実験台に固定した。その後、
麻酔を1.5% isoflurane で維持した。つぎに33G針を用いてNMDA 5 nmol (2.5 mM, 
2 μL) を角膜輪部よりマウス左眼硝子体内に投与することにより網膜障害を誘
導した。NMDA 投与後、感染を防ぐためにレボフロキサシン点眼液を 1 滴点眼
処置した。NMDA 投与 7 日後に眼球摘出し組織解析を行った。また、比較対照
として無処置の網膜も同様に検討した。 
 
2-2-3  クロセチン処置 
 クロセチンは 0.5%カルボキシメチルセルロースナトリウム (CMC) を含む蒸
留水に懸濁した。クロセチンを 20 mg/kg もしくは 100 mg/kg の用量で、NMDA
硝子体内投与の 1 時間前と 0、6、12、18、24、48、72 時間後に経口投与した。
溶媒群においては 10 mL/kg の CMC を投与した。 
 
2-2-4 組織解析 
2-2-4-1  組織障害評価用組織切片作製 
マウスを頸椎脱臼により安楽死させ、眼球を摘出し、4%パラホルムアルデヒ
ド含有 0.1 M phosphate buffer (PB) (pH 7.4) を 2 µl 硝子体内投与し、同液にて 4℃
で 3 日間固定した。ついで 70% エタノール 2 時間、90%エタノール 2 時間、95%
エタノール 2 時間、99%エタノール 12 時間、無水エタノール 2 時間×2 回、キ
シレン 2 時間×2 回、 キシレン 12 時間、融解パラフィン 2 時間×2 回の順に
浸透させた。その後、パラフィンにて眼球を包埋し、ミクロトーム (Leica, Tokyo, 
Japan) を用いて、5 µm の切片を作製し、スライドグラス (Matsunami, Osaka, 
Japan) に貼付して 37℃にて一日乾燥し、室温にて保存した。 
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2-2-4-2   ヘマトキシリン‐エオジン染色 
パラフィン切片は、キシレンに浸してパラフィンを洗浄した。つづいて段階
的にエタノール濃度を下げた溶液に浸し、蒸留水に浸透した後、ヘマトキシリ
ン液に 2 分間、エオジン液に 5 分間浸して、段階的にエタノールで脱水し、キ
シレンで透徹しオイキットを用いて封入した。網膜障害の評価はヘマトキシリ
ン‐エオジン染色した標本を用いた。各サンプルにつき 3 切片を任意に抽出し、
視神経乳頭から鼻側及び耳側に 285～715 µm 間の光学顕微鏡画像を用いて GCL
中の細胞数と INL 厚を Image J を用いて測定した。 
 
2-2-4-3 免疫染色用組織切片作製 
NMDA 5 nmol/eye 投与 24 時間後にマウスを頸椎脱臼により安楽死させ、眼球
を摘出した。眼球を摘出し、4% paraformaldehydeで一晩固定し、2日間 25% sucrose 
含有 PBS に 2 日間浸漬した。その後、凍結組織検体用の溶媒 (optimum cutting 
temperature compound, Tissue-Tek; Miles Laboratories, Naperville, IL, USA) で包埋
し液体窒素を用いて凍結し、薄切するまで－80℃にて保存した。クリオスタッ
トを用いて－20℃で厚さ 10 μm の網膜切片を作製し、MAS コーティングされた
スライドグラス (Matsunami) に貼付して、－80℃にて保存した。 
 
2-2-4-4   TUNEL 染色による組織評価 
TUNEL 染色は In Situ Cell Death Detection Kit (Roche Biochimicals, Mannheim, 
Germany) を用いて、付属のプロトコルに従い行った。 
組織切片を PBS で 2 回洗浄した後、terminal deoxyribonucleotidyl transferase 
(TdT) enzyme で処理し、37℃にて 1 時間インキュベートした。ついで切片を 3
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回洗浄した後、室温で 1 分間静置した。さらに、加湿チャンバー内で、切片に
anti-fluorescein antibody-peroxidase (POD) conjugate を室温で 30 分間反応させた。
その後、diaminobenzidine (DAB) tetrahydrochloride peroxidase substrate を処理した。
切片を顕微鏡下で観察し、写真を撮影した。視神経乳頭から 285～715 µm 間の
GCL 及び INL 中の TUNEL 陽性細胞数を計測し、細胞死を評価した。 
 
2-2-4-5 免疫染色 
組織切片は 0.01 M PBS で 30 分洗浄し、10% normal goat serum を含んだ 0.01 M 
PBS で 30 分間プレインキュベートした。続いて 0.3% (v/v) Triton X-100 及び 10% 
goat serum を含んだ 0.01 M PBS containing で 1:400 に希釈した Cleaved Caspase-3 
(Asp175) (5A1E) Rabbit mAb (Cell Signaling Technology Japan, K.K., Tokyo, Japan) 
を用いて 4℃で一晩インキュベートし、0.01 M PBS で洗浄した。1:1000 に希釈
した goat anti-rabbit IgG (H+L) の Alexa Fluor 488 F(ab’)2 fragment (A11070; 
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) を用いて 1 時間インキュベートした。0.01 M PBS
で洗浄し、1:40,000 に希釈した Hoechst33342 (Invitrogen) で 5 分インキュベート
した。陰性対照と比較することで染色を確認した。免疫染色画像は冷却された
電荷結合素子カメラ  (DP30BP; Olympus, Tokyo, Japan) 付き顕微鏡  (BX50; 
Olympus) を用いてMetaMorph ソフトウェア (Molecular Devices, Sunnyvale, CA , 
USA) を介して 1360×1024ピクセルで撮影し、視神経乳頭中心から 285～715 µm
間の GCL 及び INL 中の切断型 caspase-3 陽性細胞数を計測した。 
 
2-2-5 網膜電位図記録 
 網膜電位図 (electroretinogram: ERG) は ERG 装置 (有限会社メイヨー, Aichi, 
Japan) を用いて、NMDA 投与 7 日後に行った。測定 24 時間前からマウスを完全
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な暗室で暗順応させた。その後、ケタミン 120 mg/kg 及びキシラジン 6 mg/kg の
混合麻酔液を腹腔内投与した。同時にトロピカミド・フェニレフリン塩酸塩点
眼液を 5 µl 点眼し散瞳させた。マウスの体温を 37℃に保ちながら、不関電極を
口腔に、接地電極 (Nihon Kohden) を臀部に設置し、角膜に関電極として白色
LED 電極 (Mayo, Aichi, Japan) を接触させてフラッシュ ERG を測定した。測定
は 5 種類の条件で行った。最初は-2.91 log cd・s/m2の刺激光で測定し、30 秒間
の暗順応の後に-1.92 log cd・s/m2で測定、1 分間の暗順応の後に-1.02 log cd・s/m2
で測定、1 分間の暗順応の後に-0.02 log cd・s/m2で測定、最後に 2 分間の暗順応
の後に 0.98 log cd・s/m2で測定を行った。得られた ERG 波形から a 波及び b 波
の振幅測定を行った。a 波では基線から a 波の頂点までの振幅を、b 波では a 波
の頂点から b 波の頂点までの振幅を測定した。 
 
2-2-6 カスパーゼ-3/7 活性測定 
 NMDA 5 nmol/eye 投与 24 時間後にマウスを頸椎脱臼により安楽死させ、眼球
を摘出した。網膜を単離し、液体窒素で急速冷凍した。タンパク抽出のため、
組織は cell lysis buffer (protease, phosphatase inhibitor cocktails (Sigma-Aldrich), 
1mM EDTA) 中でホモジナイザー (Physcotron; Microtec Co. Ltd., Chiba, Japan) を
用いてホモジナイズした。ライセートを 12,000×g で 20 分間遠心し、上清を回
収した。タンパク定量は BCA Protein Assay kit (Pierce Biotechnology, Lock ford, IL, 
USA) を用いて、濃度既知のウシ血清アルブミンから検量線を作成し、タンパク
濃度を測定した。カスパーゼ-3/7 の測定は Caspase-Glo 3/7 Assay (Promega, 
Madison, MA, USA) を用いて、製品プロトコールに従って行った。各サンプル
の蛍光はマイクロプレートリーダー (SkanIt RE for Varioskan Flash 2.4; Thermo 
Fisher Scientific, Walhtam, MA, USA) を用いて測定した。 
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2-2-7 ウエスタンブロット解析 
マウスを頸椎脱臼により安楽死させ、眼球を摘出した。網膜を単離し、液体
窒素で急速冷凍した。タンパク抽出のため、組織は cell lysis buffer (protease, 
phosphatase inhibitor cocktails, 1mM EDTA) 中でホモジナイザーを用いてホモジ
ナイズした。ライセートを 12,000×g で 20 分間遠心し、上清を回収した。タン
パク定量は BCA Protein Assay kit を用いて、濃度既知のウシ血清アルブミンから
検量線を作成し、タンパク濃度を測定した。ライセートを sodium dodecyl sulfate 
sample buffer で可溶化し、5-20% sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gradient gel 
を用いて電気泳動により分離した。その後、polyvinylidene difluoride membrane 
(Immobilon-P; Millipore Corporation, Billerica, MA, USA) へ転写し、0.05% Tween 
20 を含む 10 mM Tris-buffered saline 中で 5% Block One-P (Nakarai Tesque, Inc., 
Kyoto, Japan) を用いて室温で 1時間インキュベートした。一次抗体として 1:2000
に希釈した mouse monoclonal anti-α-spectrin (clone AA6; Millipore Corporation) も
しくは 1:40000 に希釈した mouse monoclonal anti-β-actin (Sigma-Aldrich) を用い
て 4℃で一晩インキュベートし、0.05% Tween 20 を含む Tris-buffered saline で洗
浄し、horseradish peroxidase goat anti-mouse (Pierce Endogen, Rockford, IL, USA) を
1:2000 に希釈して室温で 1 時間インキュベートした。免疫ブロットは化学発光 
(Super Signal West Femto Maximum Sensitivity Substrate; Pierce Endogen) させ、デ
ジタルイメージングシステム (FAS-1000; Toyobo Co. Ltd., Osaka, Japan) により
検出した。 
 
2-2-8 統計学的解析 
実験成績は平均値±標準誤差で示した。統計学的な比較は、Stat View (SAS 
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institute, Cary, NC, USA) を用いて Student’s t-test あるいは Dunnett’s test により行
った。危険率が 5 %未満を有意差有りとした。 
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第 3 節 実験成績 
3-1 マウス網膜の組織障害に対するクロセチンの作用 
3-1-1 網膜神経節細胞層 (GCL) 中の細胞数及び内顆粒層 (INL) 厚の検討 
 NMDA 硝子体内投与 7 日後の網膜において、網膜神経節細胞層 (GCL) にお
ける細胞数及び内顆粒層 (INL) の厚さを検討した。無処置網膜 (n = 9) におい
て、GCL 中の細胞数は 113.7 ± 3.2 cells/mm、INL 厚は 32.4 ± 1.9 μm であったが、
NMDA 処置群 (n = 11) では、それぞれ 52.4 ± 4.4 cells/mm 及び 27.8 ± 1.1 μm で
あり、有意に減少した。クロセチン 100 mg/kg の経口投与により、GCL 中の細
胞数は 72.1 ± 5.2 cells/mm となり、有意に細胞数減少を抑制したが、投与量を 20 
mg/kg とした場合は有意な細胞数減少の抑制は認められなかった (52.8 ± 4.8 
cells/mm)。また、クロセチンは NMDA 誘発 INL 厚減少には効果を示さなかった 
(25.4 ± 0.8μm, 20 mg/kg, n = 11 及び 29.1 ± 1.5 μm, 100 mg/kg, n = 11) (Fig. 13)。 
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Fig. 13. Effect of crocetin on retinal damage induced by inravitreal injection of NMDA.  
Non-treated (A), NMDA injection plus vehicle-treated (B), NMDA injection plus crocetin-treated 
(20 mg/kg, p.o.) (C), NMDA injection plus crocetin-treated (100 mg/kg, p.o.) (D) retinal cross 
sections at 7 days after intravitreal injection of NMDA. Retinal damage was evaluated by counting 
cells in GCL (E) and by measuring the thickness of INL (F) at 7 days after intravitreal injection of 
NMDA. Data are shown as the mean ± S.E.M. (n = 9 to 11). #p < 0.05, ##p < 0.01 versus normal 
group (t-test). *p < 0.05 versus vehicle group (Dunnett’s test). Scale bar indicates 25 μm. C: crocetin. 
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3-1-2 アポトーシスの検討 
NMDA 硝子体内投与 24 時間後の GCL 及び INL の両者において Terminal 
deoxynucleotidyl transferase dUTP nick-end labeling (TUNEL) 陽性細胞を検討した。
NMDA 投与群では GCL 及び INL において TUNEL 陽性細胞が観察されたが、無
処置の網膜においては認められなかった。溶媒投与群と比して、クロセチン経
口投与群においては TUNEL 陽性細胞は有意に減少した (Fig. 14)。 
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Fig. 14. Effect of crocetin on NMDA-induced expression of TUNEL positive cells at 24 h after 
intravitreal injection of NMDA. 
Non-treated (A), NMDA injection plus vehicle-treated (B), and NMDA injection plus 
crocetin-treated (100 mg/kg, p.o.) (C). Number of TUNEL-positive cells in GCL (D) and INL (E). 
Data are shown as the mean ± S.E.M. (n = 6 to 9). ##p < 0.01 versus normal group (t-test). *p < 0.05 
versus vehicle group (t-test). Scale bar indicates 25 μm. 
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3-2 マウス網膜の機能障害に対するクロセチンの作用 
 網膜電図 (ERG) における a 波は視細胞の機能を反映し、b 波は双極細胞及び
ミュラー細胞の機能を反映する。NMDA 投与 7 日後において、a 波及び b 波の
両者の振幅が有意に減少した。クロセチンの経口投与は、溶媒投与群と比して
NMDA による a 波の振幅の減少は抑制しなかったものの、b 波の振幅の減少は
有意に抑制した (Fig. 15)。  
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Fig. 15. Effect of crocetin on retinal function damage induced by intravitreal injection of 
NMDA in mice.  
The effects of crocetin were evaluated by recording the electroretinogram (ERG) at 7 days after 
NMDA injection. Representative ERG recording in non-treated, NMDA injection plus 
vehicle-treated, and NMDA injection plus crocetin-treated (100 mg/kg, p.o.) (A). Intensity response 
functions for dark-adapted a-wave (B) and b-wave (C) amplitudes. The crocetin-treated group 
showed significantly preserved b-wave amplitudes compared with the vehicle-treated group. Data 
are shown as the mean ± S.E.M. (n = 9 to 11). #p < 0.05, ##p < 0.01 versus normal group (t-test). *p < 
0.05 versus vehicle group (t-test). 
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3-3 カスパーゼ 3 活性化に対するクロセチンの作用 
 NMDA 投与 24 時間後においてカスパーゼ 3/7 を測定することにより、GCL 中
の細胞死の機序及びクロセチンによる効果を検討した。NMDA 投与後の網膜に
おいてカスパーゼ 3/7 が無処置網膜と比して 123.7%に活性化した。クロセチン
投与群においては、溶媒投与群と比してこの活性化を93.3%抑制した (Fig. 16A)。
また、NMDA 投与後の GCL 及び INL において、活性型カスパーゼ 3 である切
断型カスパーゼ 3 が発現したが、クロセチンはこれらの層において、切断型カ
スパーゼ 3 を減少させた (Fig. 16B-D)。 
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Fig. 16. Effect of crocetin on NMDA-induced expression of activated caspase-3 at 24 h after 
intravitreal injection of NMDA.  
Quantitative analysis of the fluorescent intensity of caspase-3 activation (A). Representative cleaved 
caspase-3 expression (B) and quantative analysis of the cleaved caspase-3 expression in GCL (C) 
and INL (D). Data are shown as the mean ± S.E.M. (Fig. 4A, n = 6; Fig. 4B to D, n = 6 to 9). #p < 
0.05, ##p < 0.01 versus normal group (t-test). *p < 0.05, **p < 0.01 versus vehicle group (t-test). Scale 
bar indicates 25 μm. 
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3-4 カルパイン活性化に対するクロセチンの作用 
NMDA投与 24時間後において活性型カルパインによって切断される αスペク
トリンの切断生成物 (145 kDa) を免疫ブロット法を用いて測定することで、カ
ルパインの活性について測定した。NMDA により α スペクトリンの切断が進行
したが、クロセチンはこの切断率に対して明らかな影響を及ぼさなかった (Fig. 
17)。 
 
 
 
 
Fig. 17. Effect of crocetin on calpain activation at 4 h after intravitreal injection of NMDA.  
(A) Representative immunoblots showing proteolysis of α-spectrin in mouse retinal extracts. (B) 
Quantitative analysis of the band density at cleaved products at 145 kDa of α-spectrin (280 kDa). 
Data are shown as the mean ± S.E.M. (n = 5 to 7). #p < 0.05, ##p < 0.01 versus normal group (t-test). 
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第 4 節 考察 
 本研究において、緑内障モデルの一つと考えられているマウス NMDA 誘発網
膜障害に対するクロセチン経口投与の薬効薬理作用について検討した。これま
で網膜変性疾患においては神経保護を目的とした薬は上市されておらず、神経
保護作用を有する薬剤や機能性補助食品の開発が急務であるが、クロセチンは
過去に萎縮型加齢黄斑変性症モデルにおいて視細胞死抑制作用が報告されてい
た (13)。 
NMDA 投与 24 時間後に GCL 及び INL 中の TUNEL 陽性細胞が観察され、7
日後に GCL 中の細胞数の減少がみられた。また、NMDA により ERG の b 波の
振幅が大きく低下した。NMDA 投与は、主に GCL 中の主要な細胞である網膜神
経節細胞と INL 中の一部に存在するアマクリン細胞の変性を引き起こす (34)。
また、NMDA は網膜中の他の細胞、例えば視細胞などへの影響は少ないことが
知られており、したがって INL の機能を反映する b 波は NMDA により大きく低
下したが、視細胞の機能を反映する a 波は影響が少なかったと考えられる。ク
ロセチン 100 mg/kg の経口投与は、これら NMDA 誘発網膜組織障害及び機能障
害を抑制した。 
 ラットにおいてクロセチン 50 mg/kg 経口投与後の血漿中及び眼房水中濃度は
過去に測定されており、クロセチンの経口投与 1 時間半後における血漿中濃度
は約 60 μM 及び眼房水中濃度は約 2 μM であった (13)。マウスにおいて眼房水
中濃度は測定されていないものの、血漿中濃度はクロセチン 100 mg/kg 投与 1 時
間後では約 110 μM と、上記のラット 50 mg/kg 投与時の約 2 倍であることから、
眼房水中濃度も約 2 倍の約 4 μM と推定され、これは in vitro において H2O2もし
くは tunicamycin (小胞体ストレッサー) により誘発された細胞死を抑制するの
に十分な濃度であった (13)。また、本研究ではクロセチンの血漿中濃度を維持
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するために、主にアポトーシスが起こる NMDA 投与 24 時間後 (35) はクロセチ
ンの経口投与を 6 時間ごとに反復させた。マウスにおいて経口投与されたクロ
セチンは腸から素早く吸収され、血中においてクロセチンは未変化体として、
もしくはグルクロン酸抱合体として存在する (31)。血漿中のクロセチン濃度は
クロセチン経口投与後 30 分で最高血中濃度に達し、その後徐々に低下するが、
8 時間後には最高血中濃度の 1/4 程度となる (31)。したがって本研究において、
NMDA 投与 24 時間後のアポトーシスが起きる期間にクロセチン 100 mg/kg を 6
時間ごとに反復経口投与させたことにより、網膜組織において有効濃度域が一
定期間保たれ、効果を示したと考えられる。 
 カスパーゼの活性化は、NMDA 受容体の過剰な活性化後に起こる強い Ca2+流
入によって引き起こされる細胞内事象の一つである。ミトコンドリアへの過剰
な Ca2+取り込みは、ミトコンドリア膜の脱分極を引き起こす (36, 37)。チトクロ
ーム c は膜電位の変化によってミトコンドリアから放出され、カスパーゼ 9 を
活性化させる (38)。カスパーゼ 9 は次にカスパーゼ 3 及びカスパーゼ 7 を活性
化させ、アポトーシスを誘導する。In vitro においてクロセチンは、カスパーゼ
3もしくは 9活性化の抑制を介してH2O2もしくは tunicamycinによる網膜神経節
細胞障害を抑制する (13)。本研究においては NMDA 投与 24 時間後にカスパー
ゼ 3/7 の活性化がみられ、クロセチンがその活性化を抑制した。免疫染色におい
ても NMDA 投与後 GCL 中に活性型である切断型カスパーゼ 3 が発現し、クロ
セチンはそれを抑制した。カロテノイドは一般的に細胞膜に集積されるが、ク
ロセチンの配糖体であるクロシンは、時間依存的に細胞質にも一部取り込まれ
ることが報告されている (39)。クロセチンは同様に、網膜細胞内に移行し、カ
スパーゼ 9 活性に直接影響することでカスパーゼ 3 活性の抑制につながること
を示唆している。一方で、クロセチンは NMDA 受容体の結合と拮抗することも
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報告されている (40)。この機序もまたクロセチン誘発のカスパーゼ活性の抑制
に寄与している可能性がある。 
 カルパインはカルシウムにより活性化される細胞内プロテアーゼであり、ヒ
トにおいては 15 種類の遺伝子が同定されている。また、活性化するのに必要な
カルシウム濃度 (μM レベルまたは mM レベル) により、μ-カルパインと m-カル
パインに分類される。カルパイン活性化はアポトーシス細胞死及びネクローシ
ス細胞死に寄与していることが知られている (41, 42)。網膜の抽出物において、
μ-カルパインの量は NMDA 硝子体内投与 6 から 12 時間後に増加し、免疫染色に
おいて強い陽性細胞は TUNEL 陽性細胞と共局在する (25)。また、280 kDa の α
スペクトリンは活性型カルパインによって切断される対象となる基質の一つで
あり、例えば、ラット網膜虚血再灌流において再灌流後 4 時間の時点で α スペ
クトリンのタンパク分解が増加する (43)。α スペクトリン切断片には 145 kDa
と 150 kDa の 2 種類があり、145 kDa はカルパインのみによって生成されるが、
150 kDa はカルパインのみならずカスパーゼ 3 によっても生成されるため、145 
kDa の α スペクトリン切断片はカルパイン活性の生化学的な指標として用いる
ことができる(44)。本研究において、145 kDaの αスペクトリン切断片量はNMDA
投与により増加したが、クロセチンは α スペクトリンの分解に対して影響を及
ぼさなかった。これらのデータは、クロセチンは NMDA 投与後早期に起こるカ
ルパインの活性化には影響せず、後期に起こるカスパーゼ 9 活性化を抑制する
ことを示唆している。 
 以上のことから、NMDA 誘発網膜障害モデルにおいてクロセチン経口投与は、
カスパーゼ経路を抑制することで網膜神経節細胞層中の細胞のアポトーシスを
抑制することが示唆された。本章ではこのように、マウス網膜障害モデルにお
いて神経保護作用のある薬剤の検討を行い、その効果を立証した。次章ではマ
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ウス網膜の生理機能の解明を目的として、トランスポーターの観点から、マウ
ス網膜細胞株におけるカルニチン輸送特性について検討を行った。 
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第 3 章 マウス網膜のカルニチントランスポーターの同定及びその機能解析 
第1節 緒言 
 網膜は眼の内側の表面で光感受性の組織構造を有しており、視力において中
心的な役割を果たしている。網膜は視細胞、双極細胞及び網膜神経節細胞の 3
つの神経細胞層と色素上皮細胞層から構成される。その中で、視細胞は直接光
を受け、その光信号を電気信号に変換し、視神経を介して脳にその信号を伝え
る、特徴的な神経である。 
 視細胞の機能障害が視力の喪失につながることは周知の事実であり、加齢黄
斑変性 (AMD) や網膜色素変性症 (RP) が視細胞が障害される代表的な疾患で
ある (45-47)。AMD は加齢により網膜の中心部である黄斑に変性が生じること
で、視野の中心から視力を失っていき、RP は視細胞のうち杆体細胞から障害を
受けるため、夜盲や視野狭窄といった症状が出現する。視細胞障害におけるこ
れまでに提唱された機序から、酸化ストレスが AMD や RP において重要な機序
になり得ると考えられている (48, 49)。網膜は、酸素濃度が高く、多価不飽和脂
肪酸が多く、可視光線に曝されているため、酸化ストレスに特に敏感である。
AMD 患者において、酸化ストレスの指標となるマロンジアルデヒドの血清濃度
は高く、一方で活性酸素消去酵素であるスーパーオキシドジスムターゼは有意
に低いとの報告からも、酸化ストレスの関与が強く疑われる (50)。それ故、視
細胞の障害を抑制し、AMD のような網膜変性の進行を防ぐためには酸化ストレ
スを減少させる分子の同定と、視細胞においてその役割がどのように制御され
ているかを究明する必要がある。 
 L-カルニチン {[3-hydroxy-4-(trimethylazaniumyl)butanoate]、以後、カルニチン} 
はミトコンドリアのβ酸化において必須の分子であり、全身の細胞に存在する  
[Fig. 18 及び (51)]。カルニチンはラジカルスカベンジャーとして酸化ストレスを
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減少させることが報告されており (52)、また、機能性補助食品として経口摂取
しても極めて安全であることが知られている (53)。さらに、カルニチンの抗酸
化作用は網膜神経節細胞でも確認されており (54-56)、ウサギにおいてカルニチ
ンの濃度は血液中 (48.9 μM) に比して、網膜中 (108 μM) で約 2 倍高いことから 
(57)、カルニチンはエネルギー産生において重要な役割を果たすのみならず、酸
化ストレスから視細胞を保護する役割もあると考えられている (Fig. 18)。なお、
ヒトにおいては、60 mg/kg でカルニチンを経口投与した時の血清中カルニチン
濃度が 43.9 μM であることから、網膜中濃度は約 100 μM と推測される (58)。 
 
 
 
Fig. 18. The role of carnitine. 
(A) Carnitine is essential for transfer of long-chain fatty acids to mitochondria for subsequent 
β-oxidation. (B) Carnitine also helps to protect retina against oxidative damage. 
 
カルニチンが保護作用を発揮するためには、視細胞はまず循環系から細胞外
に存在するカルニチンを取り込まなければならない。体内のカルニチンは、食
事由来と肝臓もしくは腎臓における生合成由来がある (59)。カルニチンはその
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双極性イオンという特徴から、親水性の高い物質であり、細胞膜を通過するに
は特定の輸送機構が必要であると考えられる。 
 カルニチントランスポーターは、これまでに 5 種類が同定されている。最初
に同定されたトランスポーターは organic cation/carnitine transporter 1 (OCTN1, 
SLC22A4) であり (60)、低親和性と Na+依存性を示す (61)。ただし、その後の研
究で、エルゴチオネインがより適切な基質であることが示されている (62)。
OCTN2/CT1 (SLC22A5) と Octn3 (Slc22a21, マウスのみ) は高親和性のカルニチ
ントランスポーターであり、それぞれ Na+依存的、非依存的にカルニチンを輸送
する (61, 63, 64)。さらに、アミノ酸トランスポーターB0,+ (SLC6A14) は、低親
和性・Na+依存性にカルニチンを輸送し (65)、カルニチントランスポーター2 
(CT2, SLC22A16) は、高親和性・Na+非依存性を示すが精巣のみに発現する (66)。 
さらに、ラット脳や肝臓においては、これら既知のトランスポーターでは説
明できないカルニチン取り込みが観察されている (51, 67)。それ故、これら臓器
においては未同定のカルニチントランスポーターが存在しうる。 
一方、網膜においては OCTN2 が血液網膜関門に発現し、血液中から網膜組
織へのカルニチン輸送を担うことが報告された (68)。しかしながら、網膜組織
中の細胞間隙から視細胞内への輸送機構は明らかとなっていない。視細胞にお
けるカルニチントランスポーター分子の同定は、その遺伝子変異や発現の変動
があった場合に視細胞内のカルニチン不足から酸化ストレスが生じ、その結果
AMD や RP の発症につながる可能性があると予測されるため、重要であると考
えられる。また仮にそのようなことが想定されるのであれば、視細胞カルニチ
ントランスポーターの発現や活性を上げるような化合物は、AMD や RP 治療の
候補薬剤になり得ると考えられる。 
そこでこれらの背景を念頭に、本研究ではマウス錐体視細胞由来細胞株であ
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る 661W 細胞を用いて、視細胞におけるカルニチントランスポーターの同定と
輸送特性の解明を試みた。 
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第 2 節 実験材料及び方法 
2-1  実験材料 
本実験に用いた薬物及び試薬は、以下の通りである。 
[3H]カルニチン (1 mCi/mmol) は American Radiolabeled Chemicals (St. Louis, 
MO, USA)、betaine monohydrate, 4-aminobutyric acid (GABA), L-lysine, choline, 
L-phenylalanine 及び L-arginine はナカライテスク (Kyoto, Japan)、γ-butyrobetaine
と 1-methyl-4-phenylpyridinium (MPP+) は Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)、
L-glycine は Wako Pure Chemical (Osaka, Japan)、 (±)-acetylcarnitine chloride  
(acetylcarnitine) は Abcam (Cambridge, MA, USA)、 L-ergothioneine (ergothioneine) 
は Enzo (Farmingdale, NY, USA) から購入した。  
 
2-2 実験方法 
2-2-1 細胞培養 
 マウス錐体視細胞由来細胞株 (661W 細胞) は Al-Ubaidi 博士 (University of 
Houston, Houston, TX, USA) より頂き、10% fetal bovine serum (FBS)、100 U/mL
ペニシリン (Penicillin)、100 μg/mL ストレプトマイシン (Streptomycin) を含有
する Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM 培地) にて 37℃、5% CO2条件下
で培養した。14～17 継代の細胞を実験に使用した。  
 
2-2-2 [3H]カルニチン取り込み試験 
661W細胞を 1 × 105 cells/wellの密度で poly-D-lysine coated 24-well culture plate
に播種し、10% FBS 含有 DMEM で 24 時間培養を行った。その後、培養液を無
血清ハンクス平衡塩溶液 (HBSS) に置換し、10 分間インキュベートした。カル
ニチン取り込み試験 (カルニチン濃度 30 nMまたは10 μM) は過去の報告に従っ
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て行った (69)。すなわち、カルニチン溶液を添加することで取り込み試験を開
始し、一定時間後に氷冷 HBSS に置換することで取り込み反応を止め、0.1N 
NaOH 溶液を添加することで細胞を溶かしてシンチレーションカウンターにか
けた。 
カルニチン取り込みの Na+依存性試験は、Na+をそれぞれ同モル量のリチウム
もしくはグルコン酸に置換することで、Na+フリーHBSS を作製し検討した。同
様に Cl⁻依存性試験は、Cl⁻をグルコン酸に置換し検討した。また、カルニチン取
り込みの pH 依存性試験は、1M NaOH により HBSS の pH を 5.4、6.4、7.4、8.4
に合わせ、検討を行った。 
細胞に取り込まれた[3H]カルニチンによる放射活性レベルは β-シンチレーシ
ョンカウンター (LS6500, Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA) により測定し、細
胞のタンパク量 (mg) 当たりに補正することで値を算出した。担体を介したカ
ルニチンの取り込み量は、37℃で行った取り込み実験で得られた値から、氷上
で行った実験で得られた値を差し引くことで算出した。 
薬物動態解析において、カルニチンの取り込み活性は、様々なカルニチン濃
度による取り込み実験 (0.1 から 30 mM) で得られた値と下記のミカエリスメン
テン式により算出した。 
   
ここで  [S] は培養液中の基質濃度  (mM) を、 v は基質の取り込み速度 
(nmol/min/mg protein) を、Km はミカエリス定数 (mM) を、Vmax は最大取り込み
速度  (nmol/min/mg protein) を表す。カルニチン取り込み曲線を基に
Eadie-Hofstee プロットを作成し、Eadie-Hofstee プロットより Km と Vmaxを算出
した。 
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2-2-3 カルニチン輸送抑制試験 
661W 細胞におけるカルニチン輸送抑制試験は、OCTN の基質 (acetylcarnitine、
betaine、γ-butyrobetaine、ergothioneine)、B0,+ の基質 (glycine、phenylalanine、lysine、
arginine)、organic cation transporter (OCT) の基質 (MPP+)、OCT transporter と 
choline transporter の基質 (choline)、GABA transporter の基質 (GABA) を用いて
行った。輸送活性測定方法は上記と同様に行った。下記の推定 IC50 に基づき、
B0,+ 阻害剤の濃度は 2.5 mM に設定し、その他の阻害剤については 30 μM に設
定した：OCTN2 と OCTN3 について acetylcarnitine と γ-butyrobetaine はそれぞ
れ 5-50 μM と 5 μM 未満であり (61, 63)、CT2 について acetylcarnitine と betaine 
はそれぞれ 5-50 μM と 5 μM (66)、B0,+ について glycine、phenylalanine、lysine、
arginine は 2.5 mM 未満である (65)。OCTN1 については、IC50 値は過去に報告
されていないが、主な基質であるエルゴチオネインの Km 値は 21 μM であった 
(62)。 
 
2-2-4 RT-PCR 
661W 細胞から ISOGEN II (Nippon Gene, Tokyo, Japan) を用いて RNA 抽出を
行った。ReverTra Ace qPCR RT Master Mix with genomic DNA Remover (Toyobo, 
Tokyo, Japan) を用いてランダムプライマーとオリゴ dT プライマーにより 0.5 μg
の RNA から逆転写を行い、一本鎖 cDNA を合成した。PCR は表 1 に示されるプ
ライマーを用いて、95℃の変性を 1 分間、 55℃のアニーリングを 1 分間、72℃
のエクステンションを 1 分間の 3 ステップを 30 サイクル行った。マウス組織
cDNA は陽性対照として用いた (Octn1 と Octn2 は腎臓、B0,+は肺、Octn3 と Ct2
は精巣)。 
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Table 1. Primers used in studies of carnitine transporter gene expression. 
 
 
2-2-5 統計学的解析 
結果は、平均値±標準偏差として示す。統計学的な比較は、両側 Student’s t-test
あるいは Dunnett’s test により行った。危険率が 5 %未満を有意差有りとした。 
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第 3 節 実験成績 
3-1 カルニチン取り込みの経時的変化 
マウス錐体視細胞由来細胞株 (661W 細胞) によるカルニチン取り込みの時
間依存性の検討を行った (Fig. 19)。その結果、取り込みレベルが少なくとも 30
分間直線的に増加したことを示した。 
 
 
 
Fig. 19. Time course of L-carnitine uptake by 661W cells.  
The uptake of L-carnitine (10 nM) by 661W cells was measured in the Na+ and Cl⁻-containing HBSS 
buffer (pH 7.4) at 37ºC. The uptake experiment was conducted twice, each time in quadruplicate, 
and the representative result is shown. The values obtained are presented as the mean ± standard 
deviation (S.D.) of a representative experiment. 
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3-2 カルニチン取り込みの濃度依存性 
 つぎに、Na+と Cl⁻を含む HBSS 緩衝液 (pH 7.4) 中で、37℃で得られた値から
氷上条件で得られた値を差し引くことで、661W 細胞によるカルニチン取り込み
の濃度依存性試験を行った。これは、能動輸送は一般的に 37℃で機能するが、
氷冷状態では機能しないことを利用している。その結果、カルニチン取り込み
曲線が飽和可能であることを示した (Fig. 20A)。曲線から作成した Eadie-Hofstee
プロットは、直線となり、暫定 Km 値 5.5 ± 0.9 mM と暫定 Vmax 値 1.6 ± 0.7 
nmol/mg/min となった (Fig. 20B)。 
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Fig. 20. Concentration-dependency of L-carnitine uptake by 661W cells.  
(A) The uptake of L-carnitine by 661W cells was measured for 10 min in Na+ and Cl⁻-containing 
HBSS buffer (pH 7.4). The open circle with dashed line and open circle with dotted line represent 
the L-carnitine uptake amount performed at 37ºC and on ice, respectively. The solid line represents 
the L-carnitine uptake after subtraction of the uptake performed on ice from the uptake performed at 
37ºC. (B) L-Carnitine uptake by 661W cells were analyzed by Eadie-Hofstee plot. In (A) and (B), 
the uptake experiment was conducted three times, each in duplicate. The values obtained are 
presented as the mean ± S.D. 
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3-3 既知のカルニチントランスポーター基質によるカルニチン取り込み阻害効
果 
前述のように、Octn1、Octn2、Octn3、B0,+及び Ct2 は、マウスにおけるカルニ
チントランスポーターとして同定されている。そこで、acetylcarnitine、betaine、
γ-butyrobetaine (Octn2、Octn3、Ct2 基質)、ergothioneine (Octn1 基質) をそれぞれ
の基質とした 661W 細胞のカルニチン取り込み活性阻害試験を行った。Fig. 21A
に示すように、これらの基質のいずれもカルニチン取り込み量に対して明らか
な影響を及ぼさなかった。さらに、glycine、phenylalanine、lysine 及び arginine (B0,+
基質) もカルニチンの取り込みを阻害するのに有効ではなかった (Fig. 21B)。 
次に、他のトランスポーターの関与を調べるために、MPP+ (OCT 基質)、choline 
(OCT 及びコリントランスポーター基質) 及び GABA (GABA トランスポーター
基質) を用いて実験を行った (Fig. 21C)。これらのうち、choline のみが 661W 細
胞 (65.4％、Fig. 21C) によるカルニチン取り込みにおいて軽度の阻害を示した。 
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Fig. 21. L-Carnitine transport inhibition assay.  
Inhibition assays against L-carnitine transport activity in 661W cells were performed using (A) 
OCTN substrates (acetylcarnitine, betaine, γ-butyrobetaine, and ergothioneine), (B) B0,+ substrates 
(glycine, phenylalanine, lysine and arginine), (C) an OCT substrate (MPP+), an OCT and choline 
transporter substrate (choline) and a GABA transporter substrate (GABA). The uptake of L-carnitine 
by 661W cells was measured for 10 min in Na+ and Cl⁻-containing HBSS buffer (pH 7.4) at 37ºC. 
The concentrations of the B0,+ inhibitors were set at 2.5 mM with L-carnitine at 10 μM, whereas 
other inhibitors at 30 μM with L-carnitine at 30 nM. The uptake experiment was conducted three 
times, each in triplicate or duplicate. The obtained values are presented as the mean ± S.D. *p < 0.05 
versus no inhibitor group (Dunnet’s test). 
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3-4 既知のカルニチントランスポーターの mRNA 量の検討 
既知のカルニチントランスポーターの 661W 細胞における発現を検討するた
めに、RT-PCR を行った。Fig. 22 に示すように、陽性対照の各バンドが約 500 bp
付近で検出され、プライマーが適切に機能することを示した。一方、661W 細胞
では、既知のカルニチントランスポーターの mRNA の発現は認められなかった。
なお、661W 細胞における Gapdh の発現は確認した (未掲載データ)。 
 
 
Fig. 22. RT-PCR analysis of the previously-identified L-carnitine transporters. 
Mouse Octn1, Octn2, Octn3, B0,+ and Ct2 mRNA expression were analyzed by RT-PCR. Total RNA 
was prepared from 661W cells. Mouse tissue cDNAs were used as positive controls (kidney for 
Octn1 and Octn2; lung for B0,+; testis for Octn3 and Ct2). The PCR primer sequences used in this 
study were designed to yield PCR products between 450 and 550 bp. 
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3-5 Na+及び Cl⁻依存性 
Na+及び Cl⁻は、SLC トランスポーターの基質輸送過程において共役して輸送
される物質となることが多いことが知られているため、661W 細胞のカルニチン
取り込みにおけるこれらイオンの関与の可能性を検討した。実験は、Na+または
Cl⁻をそれぞれ Li+またはグルコン酸で置き換えた、Na+フリーまたは Cl⁻フリー
の反応緩衝液を用いて行った。Fig. 23 に示すように、Na+を含まない緩衝液中の
カルニチンの取り込みは、Na+含有緩衝液で得られた取り込みから 58.3±12.2％
に減少した。一方、反応緩衝液中の Cl⁻の喪失は、取り込み活性に明らかな影響
を及ぼさなかった。 
 
 
Fig. 23. Na+ and Cl⁻ dependency of the L-carnitine uptake by 661W cells.  
The uptake of L-carnitine (30 nM) by 661W cells was measured for 10 min in transport buffer (pH 
7.4) at 37ºC. The Na+ or Cl⁻-free uptake HBSS was prepared by replacement of Na+ or Cl- with 
equimolar lithium or gluconate, respectively. The data points were normalized by setting the value in 
Na+ and Cl⁻-containing HBSS (normal HBSS) as a control to 100%. The uptake experiment was 
conducted three times, each time in triplicate. The obtained values are presented as the mean ± S.D. 
*p < 0.01 versus NaCl group (t-test). 
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3-6 細胞外 pH 依存性 
661W 細胞におけるカルニチン取り込みの pH 依存性を検討した。 その結果、
輸送緩衝液を pH5.4 及び pH6.4 に酸性化させると、pH7.4 で測定した場合と比し
て、それぞれカルニチン取り込みは 30.0±9.1％及び 68.0±6.6％に減少し、pH 8.4
にアルカリ化させると 174.1±30.8％に増加した (Fig. 24)。 カルニチン分子中の
カルボン酸の pKa (= 3.8) から計算すると、pH5.4、6.4、7.4 及び 8.4 におけるそ
の双性イオン状態の比は、それぞれ 97.6％、99.8％、99.9％及び 99.9％以上とな
る。したがって、pH によるカルニチンの取り込みの変化は、カルニチンのイオ
ン状態の変化ではなく、カルニチントランスポーター活性の変化に起因すると
考えられる。 
 
 
Fig. 24. Extracellular pH dependency of the L-carnitine uptake by 661W cells.  
The uptake of L-carnitine (30 nM) by 661W cells was measured for 10 min at 37ºC in Na+ and 
Cl⁻-containing HBSS at different pH. The pH of the HBSS was adjusted to 5.4, 6.4, 7.4 and 8.4 with 
1M NaOH, and used in the uptake assay. The data points were normalized by setting the value at 
pH7.4 (normal HBSS) as a control to 100%. The uptake experiment was conducted three times, and 
each was performed in triplicate. The values obtained are presented as the mean ± S.D. *p < 0.05, 
and **p < 0.01 versus pH7.4 group (t-test). 
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第 4 節 考察 
 本研究では、マウス網膜の機能解析の観点から、マウス錐体視細胞由来細胞
株である 661W 細胞のカルニチン取り込み特性を検討し、カルニチンが飽和状
態で輸送されることを見出した。661W 細胞は、未同定のカルニチン輸送体によ
ってカルニチンを取り込む可能性が考えられる。 
 濃度依存性試験では、37℃におけるカルニチン取り込み曲線は明らかな飽和
を示したが、一方で氷冷条件下でもわずかに曲線となり若干の飽和がみられた。
通常、トランスポーターによる能動輸送は 37℃条件下で働き、0℃では働かない。
一方、0℃付近の非常に低い温度でさえも機能することが報告されているヒト赤
血球ヌクレオシドトランスポーターENT1 のように (70)、661W 細胞におけるカ
ルニチン取り込み系は氷冷状態下であっても多少機能する可能性がある。した
がって、661W 細胞におけるカルニチン取り込み実験から得られた Km値は、暫
定値とした。しかしながら、氷冷状態での機能的取り込みは非常に低いレベル
あると考えられるため、暫定Km値がその本来の値と大幅に異なる可能性は低い。 
 暫定 Km値 (5.5 mM) は、既知のトランスポーター (Octn1、Octn2、Octn3、B0,+、
Ct2; <1 mM) よりも有意に高く、カルニチンは部分的に Na+依存的に 661W 細胞
に取り込まれていると考えられる。これらは以前に報告されているカルニチン
トランスポーターの特徴と一致しなかった (60, 63-66)。 
 さらに、既知のカルニチントランスポーターとしての基質として知られてい
る化合物のいずれも 661W 細胞におけるカルニチン取り込みを阻害せず、また
既知のカルニチントランスポーターの mRNA は 661W 細胞において検出されな
かった。したがって、今回の結果から、661W 細胞において既知のカルニチント
ランスポーターが機能しているという仮説は考えられない。 
 加えて、MPP+、lysine、arginine 及び GABA は取り込み活性を阻害しなかった
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ので、OCT、カチオン性アミノ酸トランスポーターまたは GABA トランスポー
ターがカルニチン取り込みに関与している可能性は低いと考えられる。Choline
はカルニチン取り込みに対する軽度の阻害効果を示したが、Cl⁻非依存的及び細
胞外 pH 依存的な特性はそれぞれ、コリントランスポーター (71) 及びコリント
ランスポーター様タンパク (72) の特性と一致しなかった。 
 既知のトランスポーターが 661W 細胞による取り込みを説明できないことを
考えると、同定されていないカルニチントランスポーターが 661W 細胞で発現
していると推定される。ここまでの結果をまとめると、661W 細胞における未知
のトランスポーターは、高い Km値、pH 依存性及び部分的な Na+依存性を特徴と
する。Km 値の観点から、ラット大脳皮質切片において低親和性のカルニチン取
り込み (Km：2.9mM) が報告されていることは注目に値する (67)。視細胞は神経
細胞の一種であるため、 661W 細胞のカルニチントランスポーターは、ラット
の脳で報告されたものと関連している可能性がある。しかし、カルニチン取り
込みにおける阻害様式の違いがみられることから [(67) と図 3]、その可能性は
断定できない。 
 一方で、pH 及び Na+依存的な特性の結果から、661W 細胞のカルニチン取り
込みに関する機序がいくつか推定できる。第一に、細胞外 pH の上昇はカルニチ
ンの取り込みを促進することから、661W 細胞におけるカルニチン輸送中にプロ
トン (H+) またはヒドロキシルアニオン (OH⁻) の輸送が同時に起こる可能性が
ある。マウスの脳微小血管内皮細胞によるクロニジンの取り込みは、pH 依存的
な特性を示し、H+対向輸送の潜在的関与を示唆していると報告されている (73)。
ただし、実体の分子は不明のままである。他の報告として、SLC4A11 は Na+依
存性 OH⁻共輸送活性を有することが示されている (74, 75)。  
さらに、カルニチンの大部分が双性イオンの状態で輸送される可能性が高い
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ことを考慮すると、Na+は、カルニチン/OH⁻共輸送を電気的に中和する、もしく
はカルニチン/OH⁻共輸送やカルニチン/H+対向輸送の間に生じた電位を相殺す
る役割を担っている可能性がある。一方でその役割を担うのは、他の陽イオン
である可能性も否定できず、他の陽イオンが一部を担えば、それが部分的な Na+
依存性をもたらしている可能性がある。 
以上より、661W 細胞によるカルニチンの取り込みは、Na+ (または別のカチオ
ン) を共役の基質として利用することにより、OH⁻共輸送または H+対向輸送を
伴うことが示唆される。これまでにこの特性を有する輸送系/分子は報告されて
いないので、このおそらく新規の輸送体の分子実体を同定するためにはさらな
る詳細な特性の解明が必要であろう。分子実体は未知のままではあるが、本研
究による発見は、その同定に向けた重要な前進であり、分子実体が同定されれ
ば、RP や AMD 研究に新たな道を開く可能性がある。 
本研究の限界として、細胞株のみの検討である点が挙げられる。661W 細胞は
錐体細胞に特異的な S opsin を発現しており、光に対する感受性もあるが、661W
細胞が実際の生体内における視細胞の生理機能をどの程度反映しているのかは
不明である。 
結論として、本研究の結果は、視細胞株である 661W 細胞が、pH 及び Na+依
存的取り込み特性を有する独特な低親和性型カルニチン輸送系を有することを
初めて明らかにした (Fig. 25)。本研究は、視細胞におけるカルニチンの病態生
理学的及び薬理学的な新たな役割を明らかにすると期待され得る。本章ではこ
のように、マウス網膜の機能解析の観点から、マウス網膜細胞株におけるカル
ニチン輸送特性について明らかにした。 
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Fig. 25. Putative outline of L-carnitine uptake by photoreceptor cells.  
The L-carnitine is transported from blood to retinal tissue interstitial fluids by OCTN2 on retinal 
capillary endothelial cell. Then, L-carnitine is transported to photoreceptor cells by 
molecular-unidentified carnitine transporter with low affinity and pH-sensitive uptake profiles. 
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総括及び結論 
網膜は外界から情報を得る器官として非常に重要であり、そのため緑内障や
網膜色素変性症、加齢黄斑変性症などの網膜変性疾患を発症すると QOL が著し
く低下する。また、これらの網膜変性疾患は日本における中途失明原因の上位
を占めている。網膜変性疾患に対する治療は病態の進行抑制が中心であり、治
療薬が十分にないことから、網膜障害モデル動物を用いた評価系の確立や機能
性補助食品の評価、網膜のカルニチントランスポーターの同定及びその機能に
ついてのさらなる解明が必要であると考えられる。 
そこで本研究では、まずマウス網膜障害モデルの評価系確立と病態解明とし
て、生きたまま網膜を観察できるライブイメージング技術である OCT を用いて
マウス網膜障害のイメージングを行った。つぎに、マウス網膜障害モデルにお
ける機能性補助食品の研究として、マウス網膜障害に対するカロテノイド類ク
ロセチンの薬効薬理作用を検討した。最後に、マウス網膜の生理機能解明を目
的に、カルニチントランスポーターの観点から、マウス網膜細胞株におけるカ
ルニチン輸送特性について検討を行った。 
 
第 1 章では、緑内障の病態モデルの一つと考えられているマウス NMDA 誘発
網膜障害モデルにおいて、SD-OCT を用いて volumetric OCT 画像を得て、GCC
厚マップ画像を作製し、NMDA 投与後経時的に OCT 画像における GCC 厚と組
織標本における GCC 厚の相関を調べることで GCC 厚マップ画像の有用性を検
討した。 
1. GCC 厚マップ画像解析において、GCC 厚は NMDA 投与 1 日後に増加し、3
日から 1 ヶ月後にかけて減少した。 
2. OCT 断層画像及び組織画像の GCC 厚においても同様の変化が認められた。 
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3. OCT 断層画像と組織画像の GCC 厚は高い相関 (r = 0.81, p < 0.001) を示した。 
 
第2章では、マウスNMDA誘発網膜障害モデルにおいてカロテノイド類のクロ
セチンを経口投与し、その網膜障害に対する保護作用について検討した。 
1. クロセチンは、NMDA誘発網膜神経節細胞細胞死を抑制し、またTUNEL陽
性細胞数の増加を減少させた。 
2. クロセチンは、NMDAによる視機能の低下を抑制した。 
3. NMDAは、活性型カスパーゼ3の発現を増加させたが、クロセチンがこれを
抑制した。 
 
第3章では、マウス錐体視細胞由来細胞株である661W細胞における、カルニ
チン取り込み輸送機構の同定を試み、またその特性を調べた。 
1. カルニチンは、飽和様式 (Km = 5.5mM) で661W細胞に輸送されトランスポ
ーターの関与が示唆された。 
2. その輸送特性は、細胞外pH及びNa+依存的であった。 
3. 661W細胞における既知のカルニチントランスポーターのmRNA発現は、非
常に低く、カルニチントランスポーターの基質は取り込み活性を阻害しなか
った。 
 
 以上、OCTを用いてGCC厚マップ画像を作製することは、実験的マウス網膜
障害の評価に有用であることが示唆された。また、クロセチンの経口投与は、
カスパーゼ経路の阻害を介してNMDA誘発網膜障害を予防することが示唆され
た。さらにマウス視細胞のカルニチンの輸送特性が明らかとなり、独自の分子
ベースのカルニチン取り込み機構が存在することが示唆された。今回の一連の
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研究から、網膜変性疾患の治療のモデルとなるマウス網膜障害モデルや網膜の
生理機能について新たな知見を得ることができ、本研究は網膜変性疾患の治療
の発展に寄与するものと考えられる。 
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略語一覧表 
AMD  Age-related macular degeneration 
CT2  Carnitine transporter 2 
DMEM  Dulbecco’s modified Eagle’s medium 
ERG  Electroretinogram 
GABA  γ-Aminobutyric acid 
GCC  Ganglion cell complex 
GCL  Ganglion cell layer 
HBSS  Hank's balanced salt solution 
ILM  Inner limited membrane 
INL  Inner nuclear layer 
IPL  Inner plexifom complex 
MPP+  1-Methyl-4-phenylpyridinium 
NMDA  N-Methyl-D-aspartate 
OCTN1  Organic cation/carnitine transporter 1 
OCTN2  Organic cation/carnitine transporter 2 
OCTN3  Organic cation/carnitine transporter 3 
ONL  Outer nuclear layer 
RGC  Retinal ganglion cell 
RP  Retinitis pigmentosa 
RT-PCR  Reverse transcription polymerase chain reaction 
SD-OCT Spectral-domain optical coherence tomography 
TUNEL  Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick-end labeling  
